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チオバルビツール酸法による血清過酸化脂質の測定 :
比色法と蛍光法の比較並びに二価鉄の影響
山 本 剛 稽
MeasurementofSerum LipidPeroxidesusedThiobarbituricAcidMethod:
ColorimetricandFluorometricAssaysandEffectofFerrousIon
GokiYAMAMOTO
Serumlipidperoxidesweremeasuredbyathiobarbituricacid(TBA)method.TBAcolorreactions
carriedoutundertheconditionswithaceticacid(TBAIAA)orhydrochloricacid(TBA-HCl)systems,
andthenTBAvaluewasdetectedbycolorimetric([OD])andfluorometric([FR])measurements.
Effectsofferrousiol,ferricionandEDTAonthebothsystemswereexamined.
EqualTEAvaluedependentuponconcentrationsofMDA(tetraethoxypropane)Wereobtainedon
bothsystemsdetectedby[OD],buttherelativefluorescenceofTBA-AAsystemwashigherthanthat
ofTBA-HCIsystem.FluorometricdeteminationwassuitableforlowTBAvalue,andcolorimetricone
wasforhighTBAvalue.Goodco汀elationbetweenTBA[OD]valuesandTBA[FR]Valuesofserum
frompatientswasestimated,butitwassuggestedthateffectsofserumsubstanceweredifferonthe
bothsystems.
EffectsofirononTBA-AAandTBA-HCIsystemsweredifferentsignificantly,particularlyhigh
Fe-TBAvaluesobtainedfromTBA-AAsysteminthepresenceofferrousion.Thefactsuggeststhat
serumlipidperoxidationisinducedbyferrousionduringaheatingofTBAcolorreaction.Sameeffect
offe汀icioninT古A-AAsystemwasobserved.TheincrementofTBAvaluesbyferrousandferricions
wasinhibitedbyaadditionofEDTA.Itwasconsideredthatthedifferenceeffectofironontheboth
systemswasduetopHandaceticacidconcentration.
TherelationshipofTBAvaluesandFe-T古Avaluesofserumfrompatientswasnocorrelated,and
thevariousinhibitionratiosofEDTAfortheTBAvaluewascalculated.ⅠtissuggestedthatFe-TBA
valueispossibletodeteminethequalitativedifferenceofsemmlipidperoxides.
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は じ め に
種々の疾患との関連で脂質過酸化あるいは過酸
化脂質の関与が明らかにされ,臨床分野を中心に
興味がもたれている1),2)｡試料中の過酸化脂質の定
量あるいは脂質過酸化反応曲線を得るための定量
は,それぞれの試料に適した方法が報告されてい
る3),4)が,中でも過酸化脂質が分解して生じるマロ
ンジアルデヒド(MDA)が酸性下でチオバルビツ
ール酸(TBA)と反応してできる赤色 (TBA値)を
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定量するTBA法が多用されている｡TBA法を用
いて,組織あるいは細胞オーガネラでの過酸化脂
質の測定は比色法5),血清中の過酸化脂質などの
微量を測定する場合は蛍光法6)が行われているが,
主として前者では塩酸酸性条件下,後者では酢酸
酸性条件下で測定されている｡しかし,その酸性
条件も標品に適した多様の報告7),8)がみられ 発色
反応時間などから絶対値ではなく,それらの値は
対照,実験群の相対値 として比較解釈されてい
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る1),2)が,健康正常者の血清過酸化脂質の測定例で
は比色法の方が高めに判定されている4)0
本論では患者血清を用いて同一試料で比色法と
蛍光法の測定を行い,その比較ならびに相関を求
めるとともに,放射線照射マウス血清での脂質過
酸化物の定量におけるTBA倍測定で二価鉄存在
下のTBA発色に興味ある知見がえられたことか
ら9),二,三価鉄の影響を検討した｡
実験材料及び方法
1.血清 :低値から高値のTBA値を得るため,
冷凍保存の患者血清を用いた｡年齢範囲2-74
才の男女で,疾患分類は行っていない｡
2.試薬 :市販の特級試薬を用いた｡TBA試薬液
(0.67%TBA,50%酢酸)は使用直前混合調剤
し,また二価鉄(Fe++)は硫酸第一鉄アンモニウ
ムを使用直前に溶解使用した｡三価鉄(Fe+十十)
は硫酸第二鉄アンモニウムを使用した0
3.TBA発色反応 :
1)酢酸酸性下の反応(TBA-AA系と吟):標
準の反応系として,予備実験の検討結果より,
血清0.1ml/系を採用したOねじ蓋付き試験管
に血清を採り蒸留水を加え計4mlとし,これ
にTBA試薬液 1mlを添加混合,密栓 し,
96℃の温浴で60分間加熱発色させたのち,氷
水で急冷した｡これに40%三塩化酢酸(TCA)
を1ml加え混和,3000rpmで遠沈し,計6ml
反応液の上清を得た｡
2)塩酸酸性下の反応(TBA-HCI系 と略):
1)のTBA試薬液に換え,5N塩酸0.5m1,1.
34%TBAO.5mlを順次加え混合,発色反応
を行った｡
3)Fe十十,Fe+++はTBA液混合前に添加,エチ
レンジアミン四酢酸 (EDTA)はFe添加前に
添加混合した0
4.TBA値の測定 :MDAの標準液として1,1,3,
3-tetraethoxypropane malonaldehyde
tetraethylacetalを用いた｡
1)比色法 :発色後の遠心上清について,
OD532｡m及びOD6｡｡mを島津分光光度計 (UV-
200)で測定し,OD532｡mからOD6｡nmを除した
吸光度をOD(532)とした｡OD(532)か らの
MDA-の換算は分子吸光係数10)を用い,
TBA値 とした｡TBA値 はTBA[OD]値,
Fe十十添加のTBA値はFe-TBA[OD]値 と略
する｡
2)蛍光法 :比色法で測定ののち,同じ標品に
ついて励起光(EX515｡m)による蛍光(EM56｡m)
の相対的蛍光値を日立蛍光分光光度計(F-
2000)で測定した｡MDA量はMDA標準液の
検量線より求め,TBA値とした｡TBA値は
TBA[FR]値,二価鉄添加のTBA値はFe-
TBA[FR]値と略する｡
5.TBA反応のpH依存性 :血清0.1mlに蒸留
水0.9mlを加え,それに種々のpHに調整した
0.2M酢酸ナ ト1)ウム 塩ー酸緩衝液 (終末濃度0.
14M)3.5ml,TEA(1.34%)液0.5mlの混合後
のpHをpHメータ- (IWAKIGLASSpH/
ionmeter225)で再測定し,加熱,TBA値,
Fe-TBA値を定量した｡反応前後のpHに変化
はみられなかった｡
6.血清脂質過酸化物の測定方法で多用されてい
る蛍光法(八木法)6)は リンタングステン酸
(PTA)沈殿物を用いている｡八木法に準 じた
PTA蛋白沈殿物,並びに本論で蛋白沈澱に用
いたTCA沈殿物について,Fe十十,EDTAの影
響を検討した｡前者は,血清0.1mlに対し12N硫
酸4.4m1,10%PTAO.5mlを加え混合,20分室
温放置後,3000rpm15分遠心,その沈殿物を再度
硫酸PTA液で洗浄,遠心,沈殿物(PTA-ppt)
を検査に供した｡後者は,血清0.1ml,蒸留水3.9
mlに40%TCAlmlを加え混合,同様遠心,再
度洗浄して遠心,その沈殿物(TCA-ppt)を実験
に供した｡各沈殿物を蒸留水で溶解,TBA試薬
液 1mlを加えて計5mlとし加熟した｡冷却後,
40%TCAlmlを加え混和,遠心,その上清の
TBA値を測定した｡
結 果
1.TBA発色反応時間の検討 (図1):
1)標準MDAの温浴中の反応時間を検討し
たQTBA-AA系とTBAIHCl系での一次反
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Fig.1.TBAcolorreactiontimecurvesofMDA,serum (0.1ml)withorwithout
ferrousion(0.05mM)undertheconditionsofTBA-AAandTBA-HCIsys-
tem.Samesamplesweredetectedbycolorimetric[OD]andfluorometric
[FR]measurements.
応は同じ速度の立ち上がりがみられたが,プ
ラ トー に達するのはTBA･HCl系の方が早
く20分でプラ トー に達 したが,TBA-AA系
では40分を要した｡
2)血清(0.1ml/系)でのTBA-AA系の発色は
早い発色がみられるものの60分でも発色が
徐々に継続増加しプラ トー に達せず,TBA-
HCi系では初期反応はゆるやかなもの40分
でプラトー に達した｡
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3)血清(0.1ml/系)のFe十十(0.05mM)存在下
の発色はTBA-AA系では急な反応がみられ,
著しい発色が示され,40分･でプラトー に達し,
TBA-HCl系でも発色量は少ない (1/10)ち
のの同様の時間経過がみられた｡また,高濃
度のFe存在下で発色反応では誘導時間
(lag)がみられた｡
以上の結果から,標準反応系では十分の発
色を得るため,正確に60分値を測定した｡
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2.MDA標準液の検量線 (図2)
0 10 20 30 400 10
? ? ー? ? ?? ???
? ?? ? ?
? ? ?
? ? B l一(TBA-AA)(TBA-HCり
? ?
? ?
? ? ? ?
?
??
? ?
? ? ?? ?
? ? ? ? ? ? ?
??
? ? ?
HDACONCENTRATIOTl(rmoIes)
Fig.2.WorkingcurvesofTBAcolerreactionsof
MDAdependonconcentrationsunderthecondi-
tioTIOfTBA-AAandTBA-HCIsystems.Ais
highconcentrationcurvesandBislowconcen-
trationcurvesinthebothsystems.0;[OD],●;[FR]
1)高MDA濃度の標準検量線 (図 2A):
TBA-AA及びTBA-HCl系 (測走時6ml)の
MDA(～40nmoles)の検量線は [oD]値につ
いては両系で同一検量直線が得られた｡しか
し,[FR]値では用いた分光計では上に凸の曲
線が得られ,その蛍光度はTBA-AA系の方
が高値を示した｡また,MDA濃度から得られ
たOD値は分子吸光係数からの計算値 (TBA
[OD]値)に対しては80%であったので,以後
のTBA[OD]値はTBA[FR]値 より高値 に
計算される｡
2)低 MDA濃度の標準検量線 (図 2B):
MDA(-1nmoles)の検量線を求めた結果,
TBA-AA,TBA-HC1両系 でTBA[OD]値,
TBA[FR]値 とも直線が得られ,低 MDAで
も定量可能なことが示され,TBA-HCl系で
はTBA[FR]値では検量値がより確実に得
られるのに対し,TBA[OD]値では分光計の
精度の関係もありより不安定であった｡
3.Fe十+及びFe++十の影響 (図3):
13AlOD】VAuE (rTIX)res-DA)
Fig.3.Efectsofferrousionandferricionwithor
withoutEDTA,undertheconditionsofTBA-
AAandTBA-HCIsystems.
1) 血清(0.1ml/系)のTBA-AA,TBA-HC1
両系のTBA値,Fe-TBA値とそれらに及ぼ
すEDTAの効果を検討した｡
TBA-AA系の対照TBA値はEDTA(0.1
mM)添加で減少がみられたに対 し,TBA-
HCl系でのTBA値はTBA-AA系より若干
の高値が認められ,EDTAの抑制効果はみら
れなかった｡
Fe++0.025mM,0.05mM各存在下の加熱
でTBA-AA系では著 しいFe-TBA値が得
られ,両濃度で同値であったのに対し,TBA-
HCl系 ではFe-TBA値 の増加 は少 な く
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TBA-AA系値の1/10程度であった｡また,
EDTAによってTBA-AA系ではその増加
がほとんど対照値まで抑えられたのに対し,
TBA-HCl系では約半分程度しか抑制されず,
Fe十十0.05mMではより抑制が少なかった｡
Fe十十十0.025mM,0.05mM各存在下 で,
TBA-AA系ではFe++添加(Fe-TBA)値 と同
高値のTBA値が得られ,EDTAで同様抑制
されたが,TBA-HCl系では同濃度のFe十十の
(Fe-TBA)値より増加率は少なく半量程度で
あり,両系で差がみられ,しかも0.025mM存
在下よりも0.05mM存在下で増加 し濃度依
存がみられた｡これらの増加に対し,EDTA
の抑制はみられ難かった｡
Fe++0.025mM+Fe+++0.025mM 計0.05
mM 存在 下 の TfiA-AA系 のTBA値 は
Fe十十0.025mM,0.05mM の各TBA値 と同
じ量的傾向が示されたが,TBA-HCl系での
EDTA効果は0.025mM と0.05mM の中間
値であった｡
2)上記の ご と くTBA･AA系 ではFe十十,
Fe十十十とも著しいFe-TBA値が示され,また
FeO.025mM,0.05mM両濃度で同じ値が得
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られたことか ら,Fe濃度変化によるFe-
TBA値(血清0.1ml/系)を測定した(図4)0
Fe十十0.01mM-0.015mM(血清標品の違いに
よる)まで緩やかな増加がみられ,0.02mM
で急激を増加が測定され,0.05mM まで同じ
値が得られた｡また,Fe+++濃度関係もFe++
と全 く同値同傾向が示された｡
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4.TBA-AA系における血清量に及ぼすFe十十の
影響 (図5):
図4で血清量とFe濃度との関連が示唆された
●
ので,対照,Fe十十0.01mM と0.03mMで血清濃度
(0.01mト0.2ml/反応系)の依存関係を求めた｡対
照のTBA値はTBA[OD],TBA[FR]両値で血
清濃度に依存して直線的に増加したが,Fe++0.01
mM存在下では血清0.1ml迄は濃度依存的に直
線的に増加し,それ以上の血清濃度では緩やかな
増加で二相性の曲線が得られた｡Fe++0.03mM存
在下でも,Fe++0.01mM添加のFe-TBA[OD]値
の10倍以上のFe-TBA[OD]値が得られたものの
同様の傾向がみられ,高血清濃度 (0.15,0.2ml/
系)のFe-TBA[FR]値ではFe-TBA[OD]値に比
して低値が示された｡
5.TBA-AA系に及ぼすpHの影響 :
対照 血清 のTBA-AA系 のTBA[OD]値 は
TBA-HCl系のTBA[OD]値より低値がみられ,
また,TBA-AA系でのFe添加で著しいFe-TBA
[OD]値が示されたが,標準MDAでは両系とも
同値が測定された｡このことから,TBA発色反応
中の脂質過酸化反応のpH依存性を酢酸ナ トリウ
ム HーCl緩衝液で検討した｡反応液のpHは加温
前後で計測されたが変化はみられなかった｡
用いた対照血清のTBA値はpHl以下での方
0.04
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a o･02Ln
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Fig.6.EffectofPHontheTBAcolorreactions.of
serumwithorwithoutferrousionsunderthe
conditionofTBA-AAsystem.Thesolutions
werebufferizedbysodiumaceticacid-HCIsys-
tell.
がpH3のピークより高値がみられた (Eq6)oL
かし,Fe(0.05mM)添加群ではpH2-3で著しい
TBA値が示された (図6)｡標準MDAでは測定
されたpH内で同一値が得られた｡
6.酢酸緩衝液でのFe-TBA値より同時測定の
標準反応液(pH2.5)でのFe-TBA値の方が高値
を示した(図6の結果と同時測定で [OD]0.97)の
で,Fe誘導脂質過酸化反応のTBA-AA系での酢
酸濃度の影響をみた(図7)｡標準TBA-AA系(酢
酸終末濃度10%,1.75M)に対し,TBA[OD]値は
酢酸低濃度(0.63%,0.109M)で32%の低下がみら
れたのに対し,Fe-TBA[OD]値は70%の低下が
? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ?
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? ? ? ?
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? ? ? ? ? ? ?
?
ACETICACLD(%) ACETLCACID(%)
Fig.7.Effectsofthevariousconcentrationsofacetic
acid.
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Fig.8.TEAvaluesofserumfromthepreparationsof
TCAprecipitationandPTAprecipitation.Bar
isTEAvalue,TBAvaluewithEDTA,Fe-TEA
valueandFe-TBAvaluewithEDTAinorder.
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Table1.DataofvariousTBAvalues(lipidperoxides)obtainedfrom
theexperimentedhumansera.
TBAVALUES(nmolesMDA/System)
TBA[OD] Fe-TBA[OD] TBA[FR] Fe-TBA[FR]
十EDTA
TBA[FR] Fe-TBA[FR]
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Fig.9.CorrelationshipsamongthevariousTBAvalues.
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みられ,酢酸濃度が影響することが示された｡pH
は酢酸低濃度の方が高かった(～pH3.1)0
7.TCA,PTA蛋白沈殿物でのTBA-AA系の
TBA値に及ぼすFe++,EDTAの影響 (図8):
TCA-pptのTBA値,Fe-TBA値は標準対照反応
後のTBA値,Fe-TBA値に近似し,EDTAの抑
制効果も同じとみられた｡しかし,PTA-pptの
TBA値は対照より高値を,また,EDTAの抑制効
果はほとんどみられず,さらにFe-TBA値は
1/4の低値がみられ,EDTAの抑制効果も僅か
であった｡
8.TBA[OD]値,TBA[FR]値,Fe･TBA[OD]
値,Fe-TBA[FR]間の相関(図9):検査に供した
患者血清標品の数 (N),各測定TBA値の最高
値,最偲値,平均値を表1に示した｡
TBA[OD]値,TBA[FR〕値の相関 (N-66)は
r-0.878の相関係数を得た(Y-0.018+0.772Ⅹ)
(図9A)｡TBA[OD]値とFe-TBA[OD]値につい
ては(図9B),各測定範囲のTBA[OD]値に対し
てFe-TBA[OD]間に数倍の相違がみられ比例関
係は認められなかった(r-0.375)oFe-TBA[OD]
値 とFe-TBA[FR]値間では相関係数(r-0.764)
が示 されたが,高Fe-TBA[OD]値(40nmoles/
system)以上ではより低値(25nmoles/system)の
同じ程度の [FR]値が得られた｡このような測定
結果は,TBA[FR]値 とFe･TBA[FR]値の関係
(r-0.314)(図9C)においてもみられ,Fe-TBA
[OD]値のように分散がみられなかった｡発色反応
標準系におけるEDTAの影響を低TBA値領域
なので [FR]倍で測定したが発色抑制率に相違が
みられ,TBA[FR]値との相関(図9D)は得られ
なかった (r-0.413)O
考 接
健康正常者のTBA法による血清過酸化脂質の
測定法例 11)で,蛍光法では血清20Jlを用い2.67±
0.89MDAnmol/ml12),比色法では血清0.3mlを
用い3.18±0.91nmol/m15)が例示され,若干の相
違が示されている｡TBAはMDA以外の物質に
も反応することが知られており,呈色爽雑物質を
除去,もしくは無視できるよう検討され,前者で
はPTA沈殿物を用い爽雑物質を含んだ可溶性部
分を除去し6)酢酸酸性下で,後者では血清試料を
塩酸濃度を調製することで爽雑物質の呈色度は無
視できる5)とし塩酸酸性下で加熱発色させている｡
本論ではこれらに準ずる方法で,爽雑物質の効果,
過酸化脂質由来のTBA反応物質がタンパク質に
結合して存在するか,水溶性部分に存在するかの
問題 も含めて11)血清0.1mlを標準反応系(TBA-
AA系,TBA-HCl系)とし,比色法 (TBA[OD])
と蛍光法(TBA[FR])の比較ならびに両系におけ
るFe++の影響を検討した｡
TBA発色反応加熱時間は研究者によって異な
っているO一般にTBA反応は完全なプラ トー に
達せず,加熱時間とともに徐々に増加するとされ
ている11)｡本実験条件各系の反応時間の検討を行
った結果(図1),標準MDAでの反応,Fe十十存在
下の血清での反応は時間の差こそあれプラトー が
得られたが,血清のTBA-AA系ではプラ トー に
達せず徐々な増加がみられ酸化反応が継続してい
ると考えられ,爽雑物質による酸化誘導の可能性
があり,Fe十十添加で著しいTBA値が得られたの
ち,Fe++誘導の脂質過酸化反応が誘起されたもの
とみられる｡Fe存在下の反応プラトー を考えて各
系の標準反応時間として60分値を使用した｡
MDAの検量線(図2)についてTBA-AA系,
TBA-HCl系で [OD]値は同一直線が得られたこ
とは両系でMDAとTBAの縮合物(赤色物質)形
成に差がないことが明らかにされたが,[FR]値は
両系で異なり,Ex515｡mによるEm556｡m発生量に差
がみられ溶液条件の違いが影響することが明らか
となったが,蛍光極大のピークのシフトはみられ
なかった｡MDA(～10nmoles/系)では[FR]値は
直線を示すので低TBA値の測定には測定数値の
関係か らも[OD]よ り[FR]が優 れてい る,高
TBA値の測定は[OD]が通していると判定した｡
著者はミトコンドリアのFe誘導脂質過酸化反
応を誘導時間の変化で研究しているが13),14),TBA
反応はHC1-TCA酸性条件を使用している｡もし
TBA加熱反応中に誘導が促進されれば,実験は
測定できない｡また,前報9)で放射線照射マウス血
清でFe-TBA値(TBA-AA系)に差をみたが,血
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清脂質過酸化に対するFe効果は明らかでない｡
図3で用いた血清のTBA-AA系でのTBA[OD]
値はO.77nmoles/系を示し,異常値の範囲にはい
るが,Fe++,Fe十十十添加群では50nmolesの著しい
増加がみられ,EDTA添加でその増加が対照
TBA値以下まで抑制 された｡血清TBA値 も
EDTA添加で50%の抑制が認められたことから,
TBA-AA系では爽雑物質による誘導が考えられ,
更にFeは二価,三価に関係なくFe誘導の脂質過
酸化反応が誘起されることが明らかとなった｡血
清中にTBA-AA系中で活性 をもつFe+十十か ら
Fe+十-の還元因子の存在が示唆される｡これに対
し,TBA-HCl系 で は TBA[OD]値 は0.96
nmoles/系であり,TBAIAA系より若干高めに計
測され,EDTA添加でも殆ど抑制が観察されず,
Fe十十一TBA[OD]値では4nmoles/系 とTBA-AA
系より1/10程度の誘起しか認められず,EDTA
の効果も53%しか示されなかった｡さらに,TBA-
HCl系ではFe十十十添加ではより誘導が少な く
(0.05mMで2.42mmoles/系),EDTA添加で抑制
は認めなかった｡TBA-HCl系ではFe++とFe+++
の影響が異なることが明らかであり,Fe十十の酸化
活性が異なることが示唆されると共に,内在物質
のTBA･AA系とは異なった影響が考えられる｡
ミトコンドリアのTBA-HC1-TCA系ではFe十十十
誘導はみられないのみならず11)TBA穂はFe++の
ある程度の酸化が起こらなければ計測されない15)0
TBA-AA,TEA-HC1両系の違いによるFe誘導
率の違いの原因としてpHと酸濃度の影響が考え
られる｡
TBA-AA系で著しいFe誘導がみられたこと
から,内在性(爽雑物)の抗酸化効果あるいは金属
キレー ト効果を考慮してFe濃度依存性を検討し
た(図3)｡Fe++存在下,Fe+++存在下とも同様の
TBA値曲線が得 られたが,0.1ml血清に対 し
Fe++0.01mMでは若干の誘導がみられたのに対
しFe++0.02mMでは急激を発色が測定され,濃
度増加でも同一量TBA値が計測されたことから,
Fe低濃度存在下の測定は内在性要因との括抗関
係が示唆され,Fe高濃度の存在下では過酸化脂質
量だけでなく,過酸化反応を起こし得る基質量を
Fe-TBA値は示していると考えられる｡このこと
はまた血清過酸化脂質の測定に対して内在性の誘
起因子の存在を,EDTAの効果からも,考慮する
必要が要求される｡
血清過酸化脂質の本態は組織内の膜成分の構成
要素としての多価不飽和脂肪酸が活性酸素あるい
は選敵基によって変性されて生じたヒドロペルオ
キシド,エンドペルオキシドあるいはその類縁物
質として組織より血中に放出されたものと考えら
れ,また血清過酸化脂質は,血清脂質のいずれと
も相関関係を示さず,血清脂質とは独立した臨床
的指標と考えられている12)｡しかし,Fe+十十添加で
見かけ上の測定値増加,EDTA添加で見かけ上の
測定値減少がみられ,試料血清の質的な差を示唆
している報告16)がみられるが,本実験でみられた
高TBA値は報告されていない｡
内在因子の関連が示唆されたので低Fe濃度と
高濃度の二者で血清量 (0.01-0.2ml/系)の依存を
検討した(図4)0TBA値は対照血清では血清量
に依存して直線がみられ,Fe添加群では0.1ml/
系までは血清量依存直線関係が認められたが,そ
れ以上の血清量では血清中に含まれる抑制物質と
Fe濃度の関連が示唆される｡Fe++0.03mM添加
では,図4の結果から0.1ml/系では最高のTBA
値が得られると考えられるので0.2ml/系ではそ
れを得るのにFe量が不十分とみられ内在物質と
の関連がこのことからも示唆される｡これらの結
果から標準 5ml反応系は血清量0.1ml,Fe++量
0.05mM を用いた｡
図3より,TBA-AA系,TBA-HCl系で対照血
清のTBA値に差がみられたが,MDAの発色で
は両系で同一であったことから,この差は過酸化
物のMDAへの分解過程に由来すると考えた｡
TBA反応の至適pHは3.5付近とされている11)の
でpH依存性を酢酸ナ トリウム緩衝液で検討した
(図6)結果,対照に用いた血清TBA値はpH3
にピークがみられたもののpHl付近のほうが
TBA値は高値を示した｡Fe-TBA値ではpHl付
近では低値で,著しいピーク値がpH2-3の範
囲に示された｡TBA-AA,TBA-HC1両系のTBA
値,Fe-TBA値の違いの原因としてpHが誘導反
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応に関与していると考えられる｡更に同時測定さ
れた標準TBA-AA系でのTBA値は高値を示し
たことから酢酸濃度の影響をみたが,TBA値は
酢酸濃度に依存した直線関係が認められ,Fe-
TBA値では数倍の差がみられた｡酢酸の極性溶
媒作用としての疎水性構造の解体作用17)が脂質過
酸化反応の促進に関与していると思われる｡
本実験でTBA-AA系ではTBA発色反応中に
Fe誘導脂質過酸化反応が血清濃度に関与して極
端に促進されることが認められたが,多くの酢酸
酸性下の血清脂質過酸化物定量,また,Fe,EDTA
の影響の報告はPTA沈澱蛋白を用いる方法で
TBA発色に関する爽姓物質の除去を行ってい
る3)･6)｡TCA-ppt,PTA-pptでのTBA-AA系での
比較の結果,TCA-pptでは対照血清のTBA値,
Fe-TBA値 と殆ど同値,さらにEDTAの抑制効
果も同結果を得た｡しかし,PTA-pptでは高めの
TBA値が得られ,それに対するEDTAの抑制効
果は認めがたく,またFe-TBA値は対照の 1/4
以下でEDTAの抑制率 も少なく計測された｡こ
れらのことから,PTA沈澱によって除去された
爽雑物質の中に,抗酸化作用物質や Fe誘導脂質
過酸化反応の促進に関連する物質がPTA可溶性
の成分に含まれていることが考えられるが,それ
らの物質はTCA酸不溶性であることになり今後
の研究に興味がある｡
TBA-AA系におけ る同一反応試料 のTBA
[OD]値,TBA [FR]値間で良い相関 (r-0.88)
(図9A)が得られたが,試料によってはかなりの
測定値の違いがみられ,特に蛍光測定に爽雑物質
の関与,分光計の条件など改良の余地があると判
断した｡このことは図9BのTBA[FR]値 とFe-
TBA[FR]値の相関関係か ら指摘 され,TBA
[FR]値0.5nmoles/系以上 ではFe-TBA[FR]値
約25nmoles/系が計測され,TBA[OD]値 との関
係で図5Cと同様に相関がなく計測の限度を示す
のかもしれない｡しかしMDAの検量線では計測
検量されている｡蛍光法は微量のTBA値検出に,
分光法は高濃度のTBA倍計測に通しているが,
影響因子は両者で異なると考えられる｡
放射線照射マウスではTBA値に対照,頗射群
に有意の差がなかったにもかかわらず,Fe-TBA
値に有意の差を認めた9)｡患者血清についてTBA
値 とFe-TBA値の相関 (図9B)を求めた結果,
TBA[OD]値に対 してFe-TBA[OD]値は数倍の
幅で誘起され,誘導率の違いが明らかとなった｡
EDTA添加でのTBA値についても抑制率の相
違がみられた(図9D)｡これらのことからも,塞
質としての脂質,EDTA様物質,Fe様誘起物質等
血清含有物質の作用を含めて個々の血清過酸化脂
質ならびに内在物質に何らかの質的な相違がある
ものと考えられ,疾患との関係を追求することが
要求される｡
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要 約
患者血清を試料に脂質過酸化物をTBA法を用い,酢酸酸性下(TEA-AA系),塩酸酸性下(TBA-
HCl系)で加熱反応させ,比色法(TBA[OD]値)と蛍光法(TBA[FR]値)で計測した｡併せてFe++
(Fe･TBA値),Fe+++,EDTAの影響を検討した｡
両系においてMDAの検量を行った結果,TBA[OD]値は同一数値が得られたが,TBA[FR]値は
異なって示された｡低TBA値では蛍光法が,高TBA値では比色法が適している結果をみた｡しか
し,患者血清の定量からはTBA[OD]値,TBA[FR]値で良い相関は得られたものの,両測定方法に
関与する血清内在因子の影響は異なることが示唆された｡
TBA-AA,TBA-HC1両系に対するFeの影響は異なり,特にTBA･AA系では著しいFe-TBA値
が得られ,Fe誘導脂質過酸化反応が加熱発色反応中に誘起されていることが示されたが,EDTA添
加でその誘導は抑制された.また,TBAIAA系ではFe++,Fe十十+で同様の影響がみられたが,TBA-
HCl系では異なった影響がみられた｡両系のTBA値,Fe-TBA値の相違の原因としてpH,酢酸の
影響が考えられた｡
患者血清でTBA値とFe-TBA値に相関は得られず,Fe+十誘導反応に相違がみられ,また,EDTA
の抑制作用も血清試料で異なることから,Fe-TBA値で血清の質的な相違が計測できる可能性が示
唆された｡
(1991年11月5日受理)
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